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ABSTRACT 
Background/Objectives 
Hyperthermia (HT) is a widely used therapeutic tool for cancer therapy and a well-
known inducer of apoptosis. However, HT alone is insufficient to completely kill cancer cells, 
and an additional agent is required to overcome these limitations. Baicalin (BCN) is a 
flavonoid compound extracted from the dried roots of Scutellaria baicalensis Georgi. 
Although BCN is a potent anticancer agent for several human carcinomas, it is less potent in 
the human myelomonocytic leukemia U937 cell line. To explore any enhancing effects of 
BCN on HT-induced apoptosis, this study investigated the combined effects and apoptotic 
mechanisms of HT and BCN in U937 cells.  
Methods 
U937 cells were heat treated at 44ºC for 12 min with or without pre-treatment with 
BCN (10-50 µM) and then incubated for 6 h at 37 ºC with 5% CO2 and 95% air. Cell viability 
was measured by Trypan blue exclusion assay. Apoptosis was examined by Hoechst-stained 
fluorescence microscopy, DNA fragmentation and Annexin V/PI-stained flow cytometry. 
Loss of mitochondrial trans-membrane potential (MMP), accumulation of mitochondrial free 
calcium, and generation of intracellular reactive oxygen species (ROS) were also detected by 
TMRM, Rhod 2-AM, DHE and DCFH-DA stains respectively using flow cytometry. The 
expression of proteins related to apoptosis, antioxidant enzymes, ER stress, autophagy and 
interacting signaling pathways were analyzed by western blotting. All experiments are 
representatives of at least three independent replicates. Data are expressed as the mean ± 
standard error of the mean. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0. 
One-way analysis of variance (ANOVA) and two-way ANOVA for group experiments were 
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used for analysis of variance followed by Bonferroni test for multiple comparisons. All p-
values < 0.05 were considered statistically significant.  
Results 
HT alone could neither reduce cell viability nor induce notable levels of apoptosis in 
U937 cells, but combined HT and BCN treatment markedly augmented apoptosis. This 
synergistic induction of apoptosis is validated by increasing expressions of proapoptotic 
proteins and suppression of antiapoptotic proteins, culminating in caspase-3 activation. MMP 
was significantly lost, whereas mitochondrial free calcium was accumulated by combined 
treatment. Subsequently, the generation of intracellular ROS was marked accompanied with 
suppression of antioxidant enzymes. Furthermore, with the combined treatment, the increased 
phosphorylated forms of JNK and p38 demonstrated their activation, whereas AKT was 
dephosphorylated and thus deactivated. Similarly, increased conversion of LC3AB I to II and 
high expression of GRP78 and CHOP suggesting the contribution of autophagy and ER stress, 
respectively. JNK-IN-8 (a JNK inhibitor) and NAC (a ROS scavenger) abrogated the 
apoptotic effects of the combined treatment and significantly protected the cells, whereas 
Tudca (ER stress inhibitor) and BAPTA-AM (a Calcium Chelator) could not blunt the 
apoptotic effects, indicating the active involvement of high ROS generation and MAPK 
pathway in the underlying molecular mechanism.  
Conclusion 
This study provides compelling evidence that HT, in combination with BCN, is a 
promising therapeutic strategy for enhancement of apoptosis and suggest a promising 
therapeutic approach for the treatment of human myelomonocytic leukemia cancer. The 
limitations of the HT-only strategy may be overcome through the use of an augmentor such 
as BCN. In the future, we will employ different solid tumor cell lines and small animals to 
confirm our findings and underlying molecular mechanism to further extend the anticancer 
therapeutic application. This will hopefully pave the way in developing better anticancer 
therapy to be utilized in the future. 
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【研究背景と目的】 
温熱療法（HT）はがん治療において広く利用されている手段の一つであり、アポトー
シスを誘導することもよく知られている。しかし、HT単独では完全な殺細胞効果が得ら
れないことも事実であり、その限界を改善するような付加的な薬剤の開発が求められて
いる。Baicalin（BCN）は Scutellaria baicalensis の乾燥根から抽出されたフラボノイ
ド化合物である。BCN は幾つかのヒト悪性腫瘍に対して効果が見込まれる抗がん剤の一
つであると認識されているが、ヒト骨髄単球性白血病細胞株である U937ではその効果は
少ないとされている。そこで、HTにより誘導されるアポトーシスが BCNにより増強され
るか否かを探索する為に、本研究では U937 における HT と BCN 両者の併用効果とアポト
ーシスに関する機構について検討をした。 
【方法と結果】  
U937 は予め BCN(10-50μM)で処理あるいは未処理の細胞を 44℃、12分間に加熱を行っ
た後、37℃、6 時間、5%CO2下で培養した。細胞の生存率の測定に関してはトリパンブル
ー染色法で評価した。アポトーシスに関しては、Hoechest染色による DNA断片化を蛍光
顕微鏡下に観察する方法と AnnexinV/PI染色によるフローサイトメトリ （ーFCM）で評価
した。細胞の生死を評価するその他の方法として、TMRM によるミトコンドリア膜電位差
（MMP）Rhod 2-AM を用いたミトコンドリア内遊離 Ca2+、DHE による細胞内活性酸素およ
び DCFH-DA による酸化ストレスをそれぞれの試薬による染色を施し、FCM で評価した。
アポトーシス、抗酸化酵素、小胞体ストレス、オートファジーに関連する蛋白の発現と
共に相互作用するシグナル経路上の各因子についてもウェスタンブロット法で検索した。 
得られたデーターから平均値と標準偏差を求め、各群間の分散分析には一元配置分散
分析（ANOVA）と二元ANOVA分析を用い、その後の複数の比較にはボンフェローニ検定を
行い、p<0.05にて統計学的に有意差有りと評価した。 
 HT単独処理では細胞の生存性の減弱及び顕著なアポトーシスの誘導は認められなかっ
た。しかし、HTとBCNの併用では著明にアポトーシスが誘導された。このアポトーシスへ
の相乗誘導効果はカスパーゼ-3の活性化によりアポトーシス誘導タンパクの増加と抗ア
ポトーシス蛋白の減少によるものと確認された。MMPは優位に消失し､一方、ミトコンド
リア内遊離Ca2+は併用療法により集積した。また、細胞内活性酸素の生成は抗酸化酵素の
抑制と著しく関係していた。さらに、併用療法により、JNKとp38の活性化を示す如くリ
ン酸化されているものが増えていた。一方、AKTはその作用の無効化を示すが如く脱リン
酸化されていた。同様にLC3ABのⅠからⅡへの変換ならびにGRP78とCHOPの発現はオート
ファジーと小胞体ストレスと関連していることを推察するが如く増加していた。これら
の基となった分子機構では、高い活性酸素の生成とMAPK経路が積極的な関与を示してい
るように、JNK抑制剤であるJNK-IN-8とROSを除去するNACは併用療法によるアポトーシス
誘導効果を排除し、細胞の生存を維持する効果が認められた。一方、小胞体ストレス抑
制剤であるTudcaとカルシュウムキレート剤であるBAPTA-AMはアポトーシス効果を抑制
することは出来なかった。 
  
【総括】 
以上のことから、本研究では、HTおよびBCNとの併用療法がアポトーシスの増
強を促すことで、ヒト骨髄単球性白血病の治療にも有望な治療手段であることを
明らかにした点は新規性があり、HT単独での治療効果の限界はBCNなどの補助剤
を用いることで克服できるという理由により医学における学術的重要性も高く、
将来 HTとBCNの併用により、その他の悪性腫瘍に対しても、相乗的な効果が得ら
れることが期待されなどの理由により臨床的発展性が期待できる。 
 以上より、本審査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。 
